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TfTULO 

PROCEDIMTENTO PARA LA PRODUCCI6N EN LEVADURAS DE CAPSIDAS 
VIRALES VACfAS COMPUESTAS POR PROTEfNAS DERIVADAS DE pVP2 
DEL VIRUS CAUSANTE DE LA ENFERMEDAD DE LA BURSITIS 
5 INFECCIOSA (IBDV) 

CAMPO DE LA INVENCI6N 

La invenci6n se relaciona con un procedimiento para la production de 
c&psidas virales vacias compuestas por proteinas derivadas de la proteina pVP2 
10 (pVP2*) del virus causante de la enfermedad de la bursitis infecciosa (IBDV). Dichas 
cipsidas pueden ser utilizadas en la producci6n de vacunas y en la elaboraci6n de 
vectores para terapia g6nica. 

ANTECEDENTES DE LA INVENCI6N 

15 El virus causante de la enfermedad de la bursitis infecciosa (IBDV) es un 

miembro de la familia Birnaviridae que infecta diferentes especies aviares y es el 
responsable directo de una grave enfermedad inmunosupresora causante de importantes 
p6rdidas econ6micas en la industria avicola mundial (Sharma JM et al. 2000. Infectious 
bursal disease virus of chickens: pathogenesis and immunosuppression. Developmental 

20 and Comparative Immunology 24:223 -235; van den Berg TP et al. 2000. Infectious 
bursal disease (Gumboro disease). Revue scientifique et technique (International Office 
of Epizootics) 19:509-543). 

Las particulas de IBDV son icosa6dricas con una simetria T=13, carecen de 
envuelta y est£n formadas por una unica capa proteica. Hasta el momenta, las 

25 aproximaciones encaminadas a la obtenci6n un modelo at6mico para las particulas de 
IBDV han fracas ado. Por ello, la informaci6n estructural disponible estd basada en 
modelos tridimensionales generados a partir de imdgenes obtenidas por criomicroscopia 
electr6nica del virus purificado y de particulas virales vacias. En base a estos estudios, 
se ha comprobado que la superficie externa de la particula estd formada por un 

30 entramado continuo de 260 trimeros de la proteina VP2 (37 kDa) ordenados en cinco 
conformaciones diferentes. La cara interna de las particulas contiene 200 trimeros de la 
proteina VP3 (29 kDa), los cuales, independientes entre si, se encuentran unidos a la 
zona basal de los trimeros de VP2. Se ha sugerido que un tercer polipSptido, VP4 (28 
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kDa), tambien podria formar parte de las particulas, estando situado en la base de los 
pentameros que forman los vertices de la estructura icosaSdrica. 

Las proteinas VP2, VP3, y VP4 se producen a partir del procesamiento 
proteolitico de un polip6ptido (o poliprotema) precursor de un tamafio de 109 kDa. Este 
5 precursor se procesa autocataliticamente liberando los p6ptidos pVP2 (VPX), VP3 y 
VP4. El dominio VP4, que se localiza en la region central de la poliproteina, pertenece a 
la femilia de las proteasas Ion y es el responsable del corte proteolitico. Los 
polipeptidos pVP2 y VP3 son los responsables directos del ensamblaje de las cdpsidas. 
El pSptido pVP2 sufre un ultimo corte en su extremo C-terminal antes de dar lugar a la 

10 forma madura de la proteina (VP2), que es la que se encuentra en las particulas 
purificadas. Este procesamiento de pVP2 es necesario para la correcta formaci6n de las 
cdpsidas, y requiere la presencia de VP3, aunque la proteasa responsable aun no ha sido 
identificada. Como es conocido, la morfogSnesis es un proceso vital para el ciclo virico 
que requiere de pasos sucesivos asociados a modificaciones en los polip6ptidos 

15 precursores. Por ello, los virus han desarrollado estrategias que permiten la secuencial y 
correcta interacci6n entre cada uno de sus componentes. Una de estas estrategias, 
utilizada con frecuencia por virus icosaSdricos, es la utilizaci6n de polip6ptidos 
provenientes de una unica poliprotema como base de sus componentes estructurales. En 
estos casos, el adecuado procesamiento proteolitico de dicha poliproteina juega un papel 

20 crucial en el proceso de ensamblaje. 

Las vacunas convencionales empleadas para el control de la bursitis infecciosa 
se basan en el empleo de cepas, con diferentes grados de virulencia, del propio EBDV 
crecidas en cultivo celular o en huevos embrionados. Los extractos que contienen el 
material infeccioso son sometidos a procesos de inactivaci6n quimica para producir 

25 vacunas inactivadas o bien son empleados de forma directa para producir vacunas vivas 
atenuadas. Este ultimo tipo de vacunas presenta los inconvenientes cl&sicos asociados 
con el empleo de vacunas vivas atenuadas, concretamente, el riesgo de mutaciones que 
reviertan la virulencia del virus o le hagan perder su inmunogenicidad. 

Se han descrito vacunas sub-unidad recombinantes que comprenden la 

30 proteina VP2 de IBDV expresada en diversos sistemas de expresidn, por ejemplo, 
bacterias, levaduras o baculovirus, normalmente en forma de proteina de fiisi6n. Los 
resultados obtenidos en ensayos de inmunizaci6n de polios con dichas vacunas no han 
sido completamente satisfectorios. 
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Las particulas pseudovirales (VLPs, del ingles 'Virus-like particles"), 
constituyen una alternativa al empleo de vacunas vivas atenuadas y de vacunas sub- 
unidad recombinantes. Las VLPs se obtienen por autoensamblaje de la totalidad o 
parte de las sub-unidades constituyentes de la c&psida viral y mimetizan la estructura 
5 y propiedades antigSnicas del viri6n nativo aunque carecen de material genetico por lo 
que son incapaces de replicarse. Adem&s de su aplicaci6n con fines vacunales las 
VLPs pueden ser utilizadas como vectores de moteculas de interns biol6gico, por 
ejemplo, dcidos nucleicos, pSptidos, proteinas, etc. 

La utilizacidn de diferentes vectores para la expresi6n de genes de IBDV ha 

10 permitido desarrollar sistemas de producci6n de ensamblados virales diferentes. En 
este sentido, se ha descrito la producci6n de distintas VLPs de EBDV mediante 
expresi6n de la poliproteina viral empleando distintos sistemas de expresi6n, por 
ejemplo, c£lulas de mamifero (Fernindez- Arias A et al. 1998. Expression of ORF Al 
of infectious bursal disease virus results in the formation of virus-like particles. J. 

15 Gen. Virol. 79:1047-54) o vectores altemativos basados en el empleo de baculovirus 
recombinantes (rBVs) (Vakharia VN. 1997. Development of recombinant vaccines 
against infectious bursal disease. Biotechnology Annual Review 3:151-68; Kibenge 
FS et al. 1999. Formation of virus-like particles when the polyprotein gene (segment 
A) of infectious bursal disease virus is expressed in insect cells. Can J Vet Res 63:49- 

20 55). 

El empleo de dichos vectores virales ha permitido la producci6n en c61ulas de 
insecto de diferentes tipos de VLPs entre las que se incluyen particulas, formadas por 
ensamblaje de una proteina VP2 recombinante, de 20-30 nm de di&metro (Min-Ying 
Wang et al. 2000. Self- Assembly of the infectious bursal disease virus capsid protein, 

25 rVP2, expressed in insect cells and purification of immunogenic chimeric rVP2H 
particles by immobilized metal-ion affinity chromatography. Biotechnology and 
Bioengineering. Vol. 67(1):104-111); VLPs con simetria T=l obtenidas mediante 
expresion de una forma quimSrica de la proteina VP2 (rVP2-456) (Martinez- 
Torrecuadrada JL et al. 2000. Different architectures in the assembly of infectious 

30 bursal disease virus capsid proteins expressed in insect cells. Virology 278:322-331); 
VLPs que contienen todas las proteinas presentes en la particula viral (Maraver A et 
al. 2003. The oligomerization domain of VP3, the scaffolding protein of infectious 
bursal disease virus, plays a critical role for capsid formation. Journal of Virology 
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77:6438-49); y VLPs producidas por la expresion de una forma quimerica de la 
poliproteina viral formada por la fusion de esta a una proteina heterdloga con el fin de 
mejorar la eficiencia en la formaci6n de VLPs (Chevalier C et al. 2002. The 
maturation process of pVP2 requires assembly of infectious bursal disease virus 
5 capsids. J. Virol. 76:2384-92). 

Los diversos procedimientos de produccidn de VLPs de IBDV descritos 
previamente adolecen de diferentes defectos que reducen o impiden su aplicabibihdad 
para la generation de vacunas frente a EBDV ya que: 

(i) los vectores desarrollados para producir VLPs de EBDV se basan en el 
10 empleo de virus recombinantes, derivados del virus vacunal o baculovirus, 

por lo que la producci6n de dichas VLPs se realiza a partir c61ulas de 
mamifero o de insecto; sin embargo, esos sistemas de producci6n son muy 
costosos para su aplicaci6n en la producci6n a nivel industrial de vacunas 
veterinarias; 

15 (ii) la produccidn de VLPs de IBDV en cdlulas de mamifero se basa en el 
empleo de recombinantes del virus vacunal; sin embargo, adem&s de que 
ese sistema de produccidn tiene un costo muy elevado, el empleo de un 
virus recombinante capaz de infectar tanto mamiferos como aves, no reune 
las condiciones de bioseguridad necesarias para su empleo como vacuna; 

20 (iii) la produccidn de VLPs de IBDV en c&ulas de insecto empleando sistemas 
de expresidn convencionales, por ejemplo, rBVs que expresan unicamente 
la poliproteina viral, adem&s de costosa, es muy ineficiente y conduce a 
una produccidn de VLPs pr&cticamente nula; y 
(iv) la produccidn de VLPs de IBDV en cdlulas de insecto mediante la 

25 expresion de una poliproteina quim&ica, formada por la fusidn de la fase 

de lectura abierta (ORF) correspondiente a una proteina heterdloga al 
extremo 3 ! de la ORF correspondiente a la poliproteina de IBDV, tiene 
como resultado la produccidn de VLPs de IBDV que contienen una 
proteina de fusidn (VP3 -proteina heterdloga), lo que introduce un 

30 elemento proteico no presente en viriones de IBDV, de efecto desconocido 

y de dudosa aplicabilidad en la cadena de produccidn de came de polio 
para consumo humano. 
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Existe, por tanto, la necesidad de desarrollar un vector que permita la production a 
nivel industrial de vacunas frente a IBDV que subsane la totalidad o parte de los 
inconvenientes mencionados previamente. 

Las levaduras constituyen una alternativa a los sistemas de expresi6n previamente 
5 mencionados por razones de simplicidad y coste de produccidn. Sin embargo, hasta la 
fecha, no se ha descrito la posibilidad de producir en levaduras cipsidas formadas por 
ensamblaje de la proteina VP2 de IBDV expresada en levaduras. Por el contrario, los 
resullados obtenidos por distintos grupos de investigadores senalan en la direccidn 
opuesta, es deck, en el sentido de que la expresi6n de la proteina VP2 de IBDV en 

10 levaduras no conduce a la formaci6n de particulas o c&psidas. En relaci6n con esto, Azad 
et al. (US 5.614.409) describen la producci6n de una forma altamente inmunog6nica de 
una proteina VP2 recombinante (rVP2) de IBDV, en la que los 5 ultimos restos de 
aminodcidos del extremo amino terminal de la VP2 nativa de IBDV han sido 
reemplazados por un octap6ptido, mediante la expresidn de la secuencia codificante de 

15 dicha rVP2 en levaduras. Sin embargo, como reconocen los mismos autores, el an&lisis 
por microscopia electr6nica del material obtenido no revel6 la formaci6n de estructuras de 
particulas definidas (US 5.614.409, columna 8, lineas 64-67). Resultados similares 
parecen haber sido obtenidos por Pitcovski et al. (Pitcovski J et al. 2003. Development 
and large-scale use of recombinant VP2 vaccine for the prevention of infectious bursal 

20 disease of chickens. Vaccine 21:4736-4743) quienes, aunque describen la expresi6n del 
gen que codifica para la proteina VP2 de IBDV en Pichia pastoris y el empleo de un 
material parcialmente purificado que contiene dicha proteina rVP2 de EBDV para 
inmunizar animales, no describen la formaci6n de c&psidas formadas por autoensamblaje 
de dicha rVP2 expresada en P. pastoris. 

25 

COMPENDIO DE LA INVENCI6N 

Ahora se ha encontrado, sorprendentemente, que es posible obtener cdpsidas 
vacias de IBDV mediante la expresi6n y ensamblaje de una proteina pVP2* de IBDV, 
en donde dicha proteina pVP2* es una proteina cuya secuencia de amino&cidos est& 
30 constituida por la secuencia de aminoicidos comprendida entre el resto 1 y el resto "n" 
de la proteina pVP2 de IBDV, en donde "n" es un numero entero comprendido entre 
441 y 501, en levaduras. Dichas cdpsidas vacias de IBDV, formadas por autoensamblaje 
de dicha proteina pVP2* de IBDV, se denominan VLPs-pVP2* en esta descripci6n. 
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Dichas VLPs-pVP2* de IBDV contienen uno de los elementos proteicos 
antigenicamente m&s relevante presente en los viriones infectivos de IBDV por lo que 
son capaces de inducir una respuesta inmune o antig&iica en un animal y, por tanto, 
pueden ser utilizadas con fines terap6uticos o de diagn6stico. 
5 En concrete, se ha observado que la expresi6n de una proteina pVP2* de IBDV 

en Saccharomyces cerevisiae permite obtener VLPs-pVP2* de IBDV. Dichas VLPs- 
pVP2* tienen isometria T=l y son inmunogSnicas. 

Estos resultados han permitido disenar una nueva estrategia para la 
producci6n de las VLPs de IBDV proporcionadas por esta invenci6n (VLPs-pVP2*) 

10 que, a diferencia de los m&odos descritos previamente para la production de VLPs de 
IBDV (generalmente basados en el empleo de virus recombinantes derivados del virus 
vacunal o de un baculovirus y en la producci6n de dichas VLPs a partir c61ulas de 
mamifero o de insecto, sistemas de producci6n inaceptables para la producci6n 
industrial de vacunas veterinarias por razones de bioseguridad, eficiencia y coste), 

15 permite la expresi6n y producci6n de VLPs de IBDV en levaduras con lo que se 
subsanan los problemas de bioseguridad y eficiencia y se consigue un significativo 
abaratamiento de los costes de producci6n, lo que permite su empleo en la producci6n 
industrial de vacunas frente a DBDV. Dicha estrategia se basa en la utilizaci6n de un 
sistema o vector de expresidn g6nica que permite la expresi6n de una pVP2* de IBDV 

20 en levaduras y la formaci6n de VLPs-pVP2* de IBDV, con un rendimiento muy 
elevado y con un coste econ6mico muy bajo. 

Las vacunas obtenidas utilizando dichas VLPs-pVP2* presentan numerosas 
ventajas ya que, por una parte, se evita la manipulaci6n de material altamente 
infeccioso, se previene el riesgo potencial de aparici6n de nuevos mutantes de IBDV y 

25 se elimina el uso de virus vivo en las explotaciones avicolas, previni6ndose de este 
modo el riesgo de diseminaci6n de cepas vacunales de IBDV al Medio Ambiente, y, por 
otra parte, permite el desarrollo de sistemas de diagn6stico diferencial para discriminar 
entre animales vacunados e infectados. Estos sistemas de diagndstico diferencial se 
basan en la deteccidn de anticuerpos frente a las proteinas VP2, VP3 y VP4 de IBDV. 

30 Los animales con DBDV desarrollan una fuerte respuesta humoral frente a ambas 
proteinas mientras que los animales inmunizados con VLPs-pVP2* solo presentan 
anticuerpos frente a la proteina VP2 de BBDV. 
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Por tanto, en un aspecto, la presente invention se relaciona con un 
procedimiento para la production de dichas VLPs-pVP2* de DBDV basado en la 
expresidn g^nica de una proteina pVP2* de IBDV en levaduras. 

Los sistemas de expresidn y las levaduras desarrolladas para la puesta en 
5 pr&ctica de dicho procedimiento de producci6n de dichas VLPs-pVP2* de IBDV, asi 
como su empleo para la producci6n de dichas VLPs-pVP2* de IBDV, constituyen 
aspectos adicionales de la presente invenci6n. 

Dichas VLPs-pVP2* de IBDV, que presentan actividad antigSnica o 
inmunog&rica firente a la infeccidn causada por DBDV, constituyen un aspecto adicional 
10 de esta invenci6n. Asimismo, el empleo de dichas VLPs-pVP2* de IBDV en la 
elaboraci6n de medicamentos, tales como vacunas y vectores para terapia g6nica, y/o 
con fines de diagn6stico constituye un aspecto adicional de esta invencidn. Dichas 
vacunas y vectores constituyen aspectos adicionales de la presente invenci6n. 

1 5 BREVE DESCRIPCI6N DE LAS FIGURAS 

La Figura 1 muestra una representaci6n esquemdtica del pldsmido 
pESCURAinv/pVP2-456. El pldsmido contiene un fragmento de ADN que contiene la 
regi6n correspondiente a la poliproteina de DBDV que codifica desde el resto 1 al resto 
456 de la proteina VP2 de IBDV, bajo el control transcripcional del promoter inducible 

20 por galactosa denominado GAL1 . Este pldsmido fue utilizado para transformar un cultivo 
de la levadura Saccharomyces cerevisiae haploide cepa 499. 

La Figura 2 muestra la purificaci6n de estructuras derivadas de IBDV en c61ulas de 
5. cerevisiae transformadas con pESCURAinv/pVP2-456 y crecidas en presencia de 
galactosa (inductor) durante 18 h a 30°C. Los cultivos fiieron recogidos y utilizados para 

25 la obtenci6n de extractos que fiieron posteriomente analizados mediante 
ultracentrifugaci6n en gradientes lineales de sacarosa. Los carriles incluyen muestras 
correspondientes al extracto total sin fraccionar (I) y a las diferentes fracciones desde la 
zona inferior a la superior del gradiente (1-37) mediante SDS-PAGE y tinci6n con azul de 
coomassie (Figura 2A), y mediante Western blot empleando suero anti-VP2 de IBDV 

30 (Figura 2B). M indica los carriles cargados con marcadores de peso molecular (Dual 
Color, BIO-RAD). 

La Figura 3 muestra la caracterizaci6n estructural de ensamblados derivados de 
IBDV producidos en c61ulas de S. cerevisiae transfomadas con pESCURAinv/pVP2- 
456. La Figura 3A muestra la caracterizaci6n microscopica de VLPs-pVP2* 
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purificadas; las fracciones 21 a 26 del gradiente mostrado en la Figura 2 fiieron 
mezcladas y analizadas mediante microscopia electronica de transmision (TEM); en la 
imagen mostrada se observa la presencia de numerosas particulas isometricas de un 
tamano de 23 nm aproximadamente. La muestra fiie tenida con acetato de uranilo. La 
5 Figura 3B muestra el resultado de un an&lisis bioquimico, concretamente, la muestra 
(VLP) fiie analizada mediante SDS-PAGE seguido de tinci6n con azul de coomassie. El 
marcador de peso molecular (M) empleado fiie Dual Color (BIO-RAD). La Figura 3C 
muestra el resultado de un an&lisis antig&iico, concretamente, la muestra (VLP) fiie 
analizada mediante Western blot empleando suero anti-VP2 de EBDV. En las Figuras 
10 3B y 3C "M" indica el carril correspondiente a los marcadores de peso molecular (Dual 
Color, BIO-RAD). 

La Figura 4 es un diagrama de barras que ilustra la caracterizaci6n de la 
respuesta humoral frente a VLPs-pVP2-456. Dichas VLPs-pVP2-456 fiieron utilizadas 
para inmunizar polios SPF de 1 dia (Ejemplo 2). La inmunizacidn se realiz6 empleando 
15 un grupo de 7 polios, con una unica dosis de antigeno por via intramuscular. Como 
control se utiliz6 un grupo de polios que fiieron inyectados por via intramuscular con un 
volumen id6ntico del diluyente del antigeno (PBS). Se tomaron muestras a intervalos de 
7 dias hasta el dia 35. Las muestras de suero fiieron analizadas mediante ELISA 
empleando una diluci6n de la muestra de suero de 1/500. 

20 

DESCRIPCI6N DETALLADA DE LA EWENCI6N 

Definiciones 

El tfcmino VLP-pVP2* (singular) o VLPs-pVP2* (plural) de IBDV, tal como se 
utiliza en esta descripci6n, se refiere a c&psidas vacias del virus causante de la enfermedad 

25 de la bursitis infecciosa (IBDV), en ocasiones denominadas genSricamente VLP-pVP2* o 
VLPs-pVP2* de la invenci6n, con isometria T=l, constituidas por ensamblaje de una 
proteina pVP2*, en donde dicha proteina pVP2* es una proteina cuya secuencia de 
amino£cidos est& constituida por la secuencia de amino&cidos comprendida entre el resto 
1 y el resto "n" de la proteina pVP2 de EBDV, en donde "n" es un numero entero 

30 comprendido entre 441 y 501. 

El tSrmino "IBDV , , tal como se utiliza en la presente invenci6n, se refiere a las 
diferentes cepas de IBDV pertenecientes a cualquiera de los serotipos (16 2) conocidos [a 
titulo ilustrativo vease la revisi6n realizada por van den Berg TP, Eterradossi N, Toquin 
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D, Meulemans G., en Rev Sci Tech 2000 19: 509-43], 

El termino "proteina pVP2*" se refiere, en general, a una proteina cuya secuencia 
de aminoicidos estd constituida por la secuencia de amino&cidos comprendida entre el 
resto 1 y el resto "n" de la proteina pVP2 de IBDV, en donde "n" es un numero entero 
5 comprendido entre 441 y 501 e incluye a cualquiera de las diferentes formas de las 
proteinas pVP2 representativas de cualquiera de las mencionadas cepas de IBDV [NCBI 
protein databank], de acuerdo con la definici6n realizada por S&nchez y Rodriguez (1999) 
(S&nchez AB, Rodriguez JF. Proteolytic processing in infectious bursal disease virus: 
identification of the polyprotein cleavage sites by site-directed mutagenesis. Virology. 

10 1999 Sep 15; 262(1): 190-1 99) asi como a proteinas sustancialmente hom61ogas a dichas 
proteinas pVP2 de IBDV, es decir, proteinas cuyas secuencias de aminodcidos tienen un 
grado de identidad, respecto a dichas proteinas pVP2 de IBDV, de, al menos, un 60%, 
preferentemente de, al menos un 80%, m&s preferentemente de, al menos, un 90% y, aun 
m&s preferentemente de, al menos, un 95%. 

15 Las proteinas pVP2* particulares se denominan siguiendo el formato "pVP2-n", 

donde "n" es el definido previamente. En una realizaci6n particular, dicha proteina pVP2* 
es una proteina seleccionada del grupo formado por: 

(i) la proteina pVP2-441, cuya secuencia de aminodcidos estd constituida 
por la secuencia de aminodcidos comprendida entre el resto 1 y el resto 

20 441 de la proteina pVP2 de IBDV; 

(ii) la proteina pVP2-452, cuya secuencia de aminodcidos esti constituida 
por la secuencia de amino£cidos comprendida entre el resto 1 y el resto 
452 de la proteina pVP2 de IBDV; 

(iii) la proteina pVP2-456, cuya secuencia de amino&cidos est£ constituida 
25 por la secuencia de amino&cidos comprendida entre el resto 1 y el resto 

456 de la proteina pVP2 de IBDV; 

(iv) la proteina pVP2-466, cuya secuencia de aminodcidos est& constituida 
por la secuencia de amino&cidos comprendida entre el resto 1 y el resto 
466 de la proteina pVP2 de IBDV; 

30 (v) la proteina pVP2-476, cuya secuencia de amino&cidos estd constituida 

por la secuencia de aminodcidos comprendida entre el resto 1 y el resto 
476 de la proteina pVP2 de IBDV; 
(vi) la proteina pVP2-487, cuya secuencia de aminodcidos est£ constituida 
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por la secuencia de amino&cidos comprendida entre el resto 1 y el resto 
487 de la proteina pVP2 de IBDV; 

(vii) la proteina pVP2-494, cuya secuencia de aminodcidos est& constituida 
por la secuencia de amino&cidos comprendida entre el resto 1 y el resto 

5 494 de la protema pVP2 de IBDV; y 

(viii) la proteina pVP2-501, cuya secuencia de amino&cidos estd constituida 
por la secuencia de amino&cidos comprendida entre el resto 1 y el resto 
501 de la proteina pVP2 de IBDV. 

La proteina pVP2* de IBDV presente en las VLPs-pVP2* proporcionadas por 

10 esta invenci6n tiene una secuencia de aminodcidos que comprende entre 441 y 501 
restos de aminoicidos, comenzando a partir del resto numero 1, de cualquier proteina 
pVP2 representativa de cualquier cepa de IBDV, por ejemplo, de la proteina pVP2 de 
IBDV cepa Soroa [NCBI, numero de acceso AAD30136]. En una realizaci6n particular, 
dicha proteina pVP2* de IBDV presente en las VLPs-pVP2* proporcionadas por esta 

15 invenci6n es la proteina pVP2-456 cuya secuencia de amino&cidos estd comprendida 
entre el resto 1 y el resto 456 de la proteina pVP2 de IBDV cepa Soroa [NCBI, numero 
de acceso AAD30136]. La secuencia de nucle6tidos que codifica para dicha proteina 
pVP2-456 de IBDV se extiende desde el nucle6tido 350 hasta al nucle6tido 1719 de la 
secuencia de nucle6tidos mostrada en la SEQ. ID. NO: 1. 

20 Tal como se utiliza en esta descripci6n, el t&mino "fase de lectura abierta 

correspondiente a la proteina pVP2* de IBDV" incluye, ademds de las secuencias de 
nucle6tidos de dichas fases de lectura abierta, otras fases de lectura abiertas andlogas a las 
mismas codificantes de proteinas pVP2* de IBDV. 

El t6rmino "andloga", tal como aqui se utiliza, pretende incluir cualquier secuencia 

25 de nucle6tidos que puede ser aislada o construida sobre la base de la secuencia de 
nucle6tidos codificantes de pVP2* de IBDV, por ejemplo, mediante la introducci6n de 
sustituciones de nucle6tidos conservativas o no conservativas, incluyendo la insercidn de 
uno o mds nucle6tidos, la adici6n de uno o mds nucle6tidos en cualquiera de los extremos 
de la mol6cula o la deleci6n de uno o mds nucleotidos en cualquier extremo o en el 

30 interior de la secuencia. En general, una secuencia de nucle6tidos andloga a otra secuencia 
de nucle6tidos es sustancialmente hom61oga a dicha secuencia de nucle6tidos. En el 
sentido utilizado en esta descripci6n, la expresi6n "sustancialmente hom61oga" significa 
que las secuencias de nucle6tidos en cuesti6n tienen un grado de identidad, a nivel de 
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nucle6tidos, de, al menos, un 60%, preferentemente de, al menos, un 80%, mas 
preferentemente de, al menos, un 90% y, aun m&s preferentemente de, al menos, un 95%. 

VLPs-pVP2* de IBDV: procedimiento para su producci6n y aplicaciones 
5 Las VLPs-pVP2* proporcionadas por esta invenci6n pueden obtenerse mediante la 

expresi6n de dicha proteina pVP2* de IBDV, en c61ulas hospedadoras apropiadas, en 
particular, levaduras, que contienen la secuencia de nucle6tidos que codifica para dicha 
proteina pVP2* de EBDV en una construcci6n g6nica. En una realizaci6n particular, 
dichas c61ulas hospedadoras apropiadas son levaduras transformadas con un sistema de 

10 expresi6n adecuado que incluye una construcci6n g6nica que comprende la secuencia de 
nucledtidos que codifica para dicha proteina pVP2* de IBDV. 

En un aspecto, la invenci6n se relaciona con un procedimiento para la producci6n 
de VLPs-pVP2* de IBDV, en adelante procedimiento de la invencidn, que comprende 
cultivar una levadura que contiene la secuencia de nucle6tidos que codifica para una 

15 proteina pVP2* de IBDV y que expresa dicha proteina pVP2* de IBDV, y, si se desea, 
recuperar dichas VLPs-pVP2* de la invenci6n. 

En una realizaci6n particular, el procedimiento de la invenci6n comprende las 
etapas de: 

a) cultivar c&ulas de levadura transformadas con un sistema de expresi6n que 
20 comprende la secuencia de nucle6tidos que codifica para una proteina 

pVP2* de IBDV, en donde dicha proteina pVP2* es una proteina cuya 
secuencia de aminodcidos estd constituida por la secuencia de amino&cidos 
comprendida entre el resto 1 y el resto "n" de la proteina pVP2 de IBDV, en 
donde "n" es un numero entero comprendido entre 441 y 501, bajo 
25 condiciones que permiten la expresidn de dicha proteinas pVP2* y su 

ensamblaje para formar VLPs-pVP2* de EBDV; y 

b) si se desea, aislar y, opcionalmente, purificar, dichas VLPs-pVP2* de IBDV. 
Como puede apreciarse, el procedimiento de la invenci6n comprende la expresi6n 

g6nica de una proteina pVP2* de EBDV mediante el empleo de un vector que permite la 
30 expresion de dicha proteina en levaduras. Para ello, el procedimiento de la invenci6n 
comprende, como paso previo, la obtenci6n de un sistema de expresion g6nica, tal como 
un sistema constituido por un pldsmido que contiene una construcci6n g6nica que codifica 
para dicha proteina pVP2* de EBDV, seguido de la transformaci6n de levaduras con dicho 
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sistema de expresi6n, la expresi6n de las proteinas recombinantes, y, si se desea, el 
aislamiento de las VLPs-pVP2* de IBDV formadas por ensamblaje de dichas proteinas 
pVP2* de IBDV, y, opcionalmente, la purificaci6n de dichas VLPs-pVP2*. 

La obtenci6n de levaduras transformadas con un sistema o vector de expresi6n que 
5 permite la expresi6n de la proteina pVP2* de IBDV puede ser realizada por un experto en 
la materia en base a lo aqui descrito y al estado de la tScnica sobre esta tecnologia (pESC 
epitope tagging vectors Instructions manual. Stratagene www. stratagene.com : Sambrook 
J. 1989. Molecular cloning: a laboratory manual, 2nd ed. Cold Spring Harbor Laboratory, 
Cold Spring Harbor, N.Y.). Las levaduras transformadas se cultivan bajo condiciones, 

10 conocidas por los expertos en la materia, que permiten la expresi6n de las proteinas 
recombinantes (pVP2*) y su ensamblaje para formar VLPs-pVP2* de IBDV. Tras la 
expresidn de dicha proteina pVP2* de IBDV en levaduras, las proteinas pVP2* 
expresadas se ensamblan y forman las VLPs-pVP2* de BBDV, las cuales pueden ser 
aisladas o retiradas del medio, y, si se desea, purificadas. El aislamiento y purificaci6n de 

15 dichas VLPs-pVP2* de IBDV de la invencidn puede realizarse por mStodos 
convencionales, por ejemplo, mediante fraccionamiento en gradientes de sacarosa. 

El sistema o vector de expresi6n utilizado para transformar levaduras comprende la 
secuencia de nucle6tidos que codifica para una proteina pVP2* de IBDV operativamente 
unida a unos elementos de control de transcripcidn y, opcionalmente, de traducci6n, y 

20 constituye un aspecto adicional de esta invenci6n. 

Por tanto, en otro aspecto, la invenci6n proporciona un sistema o vector de 
expresi6n util para transformar levaduras, que comprende una secuencia de nucle6tidos 
que codifica para una proteina pVP2* de IBDV, en donde dicha proteina pVP2* es una 
proteina cuya secuencia de amino&cidos estd constituida por la secuencia de amino&cidos 

25 comprendida entre el resto 1 y el resto "n" de la proteina pVP2 de IBDV, en donde "n" es 
un numero entero comprendido entre 441 y 501, estando dicha secuencia de nucle6tidos 
codificante para dicha proteina pVP2* de BBDV operativamente unida a unos elementos 
de control de transcripci6n y, opcionalmente, de traducci6n. 

En una realizaci6n particular, dicho sistema de expresi6n proporcionado por esta 

30 invenci6n comprende la secuencia de nucl6otidos que comprende la fase de lectura abierta 
o regidn codificante correspondiente a una proteina pVP2* seleccionada entre las 
proteinas pVP2-441, pVP2-452, pVP2-456, pVP2-466, pVP2-476, pVP2-487, pVP2-494 
ypVP2-501. 
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Los elementos de control de transcription y, opcionalmente, de traducci6n, 
presentes en dicho sistema de expresion incluyen promotores, que dirigen la transcription 
de la secuencia de la proteina pVP2* (a la que estd operativamente unido), y otras 
secuencias necesarias o apropiadas para la transcripcidn y su regulation adecuada en 
5 tiempo y lugar, por ejemplo, senates de initio y terminaci6n, sitios de corte, senal de 
poliadenilaci6n, origen de replicaci6n, activadores transcripcionales (enhancers), 
silenciadores transcripcionales (silencers), etc., todas ellas utiles en levaduras. 

Pricticamente cualquier sistema o vector de expresi6n apropiado puede ser 
utilizado en la generaci6n de dicho sistema de expresi6n. A modo ilustrativo, dichos 

10 vectores incluyen pldsmidos, cromosomas artificiales de levadura (YACs), etc. que 
pueden contener, adem&s, un origen de replicaci6n heter61ogo, por ejemplo, bacteriano, 
para que pueda ser amplificado en bacterias, asi como un marcador utilizable para 
seleccionar las c61ulas transfectadas diferente al gen o genes de interns. Estos vectores de 
expresi6n pueden ser obtenidos por m&odos convencionales conocidos por los t6cnicos en 

15 la materia [Sambrook J et al. 1989. Molecular cloning: a laboratory manual, 2nd ed. Cold 
Spring Harbor Laboratory] y forman parte de la presente invenci6n. En una realization 
particular, dicho sistema o vector de expresi6n es un pldsmido, tal como un pl&smido 
adecuado para transformar levaduras basado en un sistema de expresi6n pESC Yeast 
(Stratagene), por ejemplo, el pl&smido pESCURA/pVP2-456 (Ejemplo 1.1) que contiene 

20 una construccidn g6nica que codifica para la proteina pVP2-456 de IBDV y permite la 
producci6n de VLPs-pVP2* de IBDV en levaduras. 

El empleo del sistema de expresi6n g6nica proporcionado por esta invenci6n para 
la producci6n y obtenci6n de VLPs-pVP2* de IBDV constituye un aspecto adicional de 
esta invenci6n. 

25 En otro aspecto, la invenci6n proporciona una c61ula hospedadora, tal como una 

levadura, que contiene una secuencia de nucle6tidos que codifica para dicha proteina 
pVP2* de IBDV. En una realizaci6n particular, dicha cSlula hospedadora es una levadura 
transformada con un sistema de expresi6n proporcionado por esta invenci6n que 
comprende una construcci6n g6nica que comprende la secuencia de nucle6tidos que 

30 codifica para dicha proteina pVP2* de IBDV. Pr&cticamente cualquier levadura puede ser 
utilizada para la puesta en pr&ctica del procedimiento de la invenci6n; no obstante, en una 
realizacidn particular, dicha levadura es una levadura del g6nero Saccharomyces, por 
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ejemplo, S. cerevisae, 5. pombe, etc., una levadura del genero Pichia, por ejemplo, P. 
pas tons, etc. 

Las VLPs-pVP2* de IBDV pueden ser utilizadas como vectores o vehiculizadores 
de productos de interns, tales como moleculas con actividad biologica, por ejemplo, 
5 f&rmacos, polipeptidos, proteinas, dcidos nucleicos, etc., por lo que pueden ser utilizadas 
con fines terapeuticos, de diagnostico o de investigaci6n. En una realization particular, 
dichas moteculas de interns bioldgico incluyen polip6ptidos de interns, tales como 
antigenos o inductores de respuestas inmunes en animates o humanos a los que se 
suministre, o bien incluyen secuencias de dcido nucleico, utiles en terapia g&iica, 

10 destinadas a ser introducidas en el interior de las cSlulas apropiadas. 

Dichas VLPs-pVP2* de IBDV pueden ser utilizadas para inmunizar animates, en 
particular, aves, per se o como vectores o vehiculizadores de moteculas con actividad 
biotegica, por ejemplo, polip6ptidos, proteinas, dcidos nucleicos, f£rmacos, etc., por lo 
que pueden ser utilizadas con fines terapSuticos o de diagn6stico. En una realizaci6n 

15 particular, dichas moteculas con actividad biotegica incluyen antigenos o inductores de 
respuestas inmune en animates o humanos a los que se suministre, o bien f£rmacos que 
se liberan en su sitio de acci6n especifico, o bien secuencias de &cido nucleico, todas 
ellas utiles en terapia g6nica y destinadas a ser introducidas en el interior de las cSlulas 
apropiadas. 

20 Por tanto, en otro aspecto, la invenci6n se relaciona con el empleo de dichas 

VLPs-pVP2* de IBDV en la elaboraci6n de medicamentos tales como, vacunas, 
vectores para terapia gSnica (delivery systems), etc. En una realizacidn particular, dicho 
medicamento es una vacuna destinada a conferir protecci6n a animales, en particular, 
aves, frente a IBDV. En otra realizaci6n particular, dicho medicamento es un vector 

25 para terapia g&iica. 

En otro aspecto, la invenci6n proporciona una vacuna que comprende una 
cantidad terap6uticamente efectiva de VLPs-pVP2* de IBDV, junto con, 
opcionalmente, uno o mds adyuvantes y/o vehiculos farmac6uticamente aceptables. 
Dicha vacuna es util para proteger animales, en particular, aves, frente a IBDV. En una 

30 realizaci6n particular, dichas aves se seleccionan del grupo formado por polios, pavos, 
ocas, gansos, fiaisanes, codornices y avestruces. En una realizaci6n preferida, la vacuna 
proporcionada por esta invenci6n es una vacuna util para proteger polios de la infecci6n 
causada por IBDV. 
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En el sentido utilizado en esta descripci6n, la expresion "cantidad 
terapeuticamente efectiva" se refiere a la cantidad de VLPs-pVP2* de la invention 
calculada para producir el efecto deseado y, en general, vendrd determinada, entre otras 
causas, por las caracteristicas propias de las VLPs-pVP2* de la invenci6n y el efecto de 
5 inmunizaci6n a conseguir. 

Los adyuvantes y vehiculos fermacSuticamente aceptables que pueden ser 
utilizados en dichas vacunas son los adyuvantes y vehiculos conocidos por los tScnicos 
en la materia y utilizados habitualmente en la elaboraci6n de vacunas. 

En una realizaci6n particular, dicha vacuna se prepara en forma de una solution 
10 o suspensi6n acuosa, en un diluyente farmac&iticamente aceptable, tal como soluci6n 
salina, soluci6n salina tamponada con fosfato (PBS), o cualquier otro diluyente 
aceptable farmac6uticamente. 

La vacuna proporcionada por esta invenci6n puede ser administrada por 
cualquier via de administraci6n apropiada que d6 como resultado una respuesta inmune 
1 5 protectora frente a la secuencia heter61oga o epitopo utilizado, para lo cual dicha vacuna 
se formulard en la forma farmacSutica adecuada a la via de administraci6n elegida. En 
una realizacidn particular, la administraci6n de la vacuna proporcionada por esta 
invenci6n se efectiia por via parenteral, por ejemplo, por via intraperitoneal, subcut&nea, 
etc. 

20 Los siguientes Ejemplos ilustran la invenci6n y no deben ser considerados 

limitativos del alcance de la misma. El Ejemplo 1 ilustra la obtenci6n de VLPs-pVP2- 
456 de IBDV, mientras que el Ejemplo 2 pone de manifiesto la capacidad antig6nica de 
dichas VLPs-pVP2-456 de IBDV en polios. 

EJEMPLO 1 

Obtenci6n de VLPs-pVP2* mcdiantc la cxprcsi6n de diversas regiones de la 

proteina pVP2 en lcvaduras 

1.1 Obtenci6n de VLPs-pVP2-465 mediante la expresi6n de la regi6n 1-456 

de la proteina pVP2 en levaduras 
Con el fin de estudiar la posibilidad de obtener VLPs de IBDV formadas por 
autoensamblaje de la proteina pVP2-456, cuya secuencia de aminoicidos est£ constituida 
por la secuencia de amino&cidos comprendida entre el resto 1 y el resto 456 de la proteina 
pVP2 de IBDV, denominadas VLPs-pVP2-456, en cultivos de levadura (Saccharomyces 



25 



30 
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cerevisiae) se genero el vector pESCURAinv/pVP2-456. El primer paso en la 
construction del vector se realiz6 mediante el clonaje de la region codificante de la 
proteina pVP2-456 (restos 1-456 de la pVP2 de IBDV) en el vector pESCURAinv. El 
pldsmido pESCURAinv se gener6 mediante digestion del vector pRS426 (Stratagene) con 
5 el enzima PvuII y religacion de la mezcla. de digesti6n. El vector resultante, 
pESCURAinv, contiene la regi6n de clonaje multiple en posici6n invertida con respecto a 
la del vector parental pRS426. El fragmento de DNA correspondiente a la proteina pVP2- 
456 se obtuvo mediante PCR con los oligonucle6tidos identificados como Oligo I (SEQ 
ID NO: 2) y Oligo H (SEQ ID NO: 3) empleando como molde el pl&smido pVOTE.2/Poly 

10 (Fernandez-Arias A et al. 1998. Expression of ORF Al of infectious bursal disease virus 
infectious bursal disease virus results in the formation of virus-like particles. Journal of 
General Virology 79:1047-1054). El fragmento foe purificado, sometido a digesti6n con 
los enzimas Bglll y Hindlll y clonado en el vector pESCURAinv previamente digerido 
con los enzimas BamHI y Hindlll. El pldsmido resultante se denomind 

15 pESCURAinv/pVP2-456 (Figura 1). 

El pl£smido pESCURAinv/pVP2-456 se emple6 para transformar un cultivo de 
la levadura S. cerevisiae haploide cepa 499 segun un protocolo previamente descrito 
(Gietz & Woods. 2002. Transformation of yeast by the Liac/SS carrier DNA/PEG 
method. Methods in Enzymology 350:87-96). Las levaduras transformadas con el 

20 pl£smido foeron seleccionadas mediante crecimiento en placas de medio SC (CSM + 
YNB, glucosa 2% y bacto agar) suplementadas con los amino£cidos tript6fano, leucina 
e histidina y carentes de uracilo (-Ura). Tras una incubaci6n de 48 h a 30°C, se 
seleccion6 una colonia que foe empleada para la realizaci6n de los subsiguientes 
an£lisis de expresi6n de proteinas y formaci6n de VLPs. El an&lisis de la expresi6n de la 

25 proteina pVP2-456 y la formaci6n de VLPs se realizd siguiendo un protocolo descrito 
previamente para la caracterizaci6n de VLPs de EBDV en otros sistemas de expresion 
(Fernandez- Arias A et al. 1998. Expression of ORF Al of infectious bursal disease 
virus results in the formation of virus-like particles. Journal of General Virology 79, 
1047-1054; Lombardo E et al. 1999. VP1, the putative RNA-dependent RNA 

30 polymerase of infectious bursal disease virus, forms complexes with the capsid protein 
VP3, leading to efficient encapsidation into virus-like particles. Journal of Virology 
73:6973-698). 

La colonia seleccionada foe cultivada en medio liquido CSM (-Ura) + YNB 
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suplementado con rafinosa al 2%. El cultivo se incubo a 30°C durante 24 h. Este cultivo 
fue empleado para inocular, a una densidad 6ptica (D.O.) de 0,2, un matraz de 200 ml 
de medio CSM (-Ura) + YNB suplementado con el inductor galactosa al 2%. El cultivo 
fue mantenido a 30°C durante 18 horas (hasta una D.O. entre 1,0 y 2,0). Las levaduras 
5 fueron centrifugadas a 3.000 rpm, durante 5 minutos a 4°C, se lavaron con agua 
destilada 1 vez, y el pellet fiie resuspendido en tamp6n de lisis (TEN: Tris 10 mM, pH 
8,0; NaCl 150 mM; EDTA 1 mM) + inhibidores de proteasas 2X (Compl Roche). Para 
la lisis se anadi6 1 volumen de "glass beads" (cuentas o perlas de vidrio) de un tamano 
aproximado de 425-600 micrones (Sigma). Esta mezcla fiie sometida al vortex vigoroso 

10 durante 30 segundos 4 veces, con intervalos de 30 segundos, y todo ello a 4°C. Tras ello 
se recuper6 la fracci6n soluble por centrifiigaci6n de la mezcla de lisis a 13.000 rpm 
durante 15 minutos a 4°C. Esta muestra fiie sometida a fraccionamiento en un gradiente 
de sacarosa segun un protocolo previamente descrito (Lombardo E et al. 1999. VP 1, the 
putative RNA-dependent RNA polymerase of infectious bursal disease virus, forms 

1 5 complexes with the capsid protein VP3, leading to efficient encapsidation into virus-like 
particles. Journal of Virology 73:6973-6983). Las muestras obtenidas tras el 
fraccionamiento, asi como una muestra del material de partida fueron analizadas 
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato s6dico (SDS-PAGE) 
[Current Protocols in Molecular Biology, Edited by: Fred M. Ausubel, Roger Brent, 

20 Robert E. Kingston, David D. Moore, J.G. Seidman, John A. Smith, Kevin Struhl, John 
Wiley & Sons, http://vmw.interscience.wiley.coin/c_p/index.htm] y tinci6n con azul de 
coomassie (coomassie blue) e inmunodetecci6n por Western blot empleando suero anti- 
VP2 [Current Protocols in Molecular Biology, Edited by: Fred M. Ausubel, Roger 
Brent, Robert E. Kingston, David D. Moore, J.G. Seidman, John A. Smith, Kevin 

25 Struhl, John Wiley & Sons, http://www.interscience. wiley.com/cjp/index.htm]. Los 
resultados obtenidos se muestran en la Figura 2. Como puede observarse en la Figura 
2A, la tinci6n con azul de coomassie reveld la presencia de una proteina con el tamano 
(42 kDa) esperado para pVP2-456, junto con proteinas de mayor masa molecular, en 
diferentes ftacciones correspondientes a la zona central del gradiente. La Figura 2B, 

30 correspondiente al andlisis mediante Western blot, muestra que la bandas detectadas 
mediante tincidn con azul de coomassie corresponden a la proteina pVP2-456 tanto en 
su forma monomSrica como en forma de olig6meros de alto peso molecular. Estos 
resultados demostraron de forma fehaciente la correcta expresi6n del polipSptido pVP2- 
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456 en el cultivo de S. cerevisiae transformado con el pl&smido pESCURAinv/pVP2- 
456. 

A continuaci6n, las distintas fracciones del gradiente faeron analizadas mediante 
microscopia electr6nica de transmisi6n tal como se ha descrito previamente (Lombardo 
5 E et al. 1999. VP 1, the putative RNA-dependent RNA polymerase of infectious bursal 
disease virus, forms complexes with the capsid protein VP3, leading to efficient 
encapsidation into virus-like particles. Journal of Virology 73:6973-6983). Este an&isis 
se realiz6 con el producto resultante de mezclar las fracciones 21 a 26 del gradiente 
indicado en la Figura 2. Como se muestra en la Figura 3A, el andlisis mediante TEM de 
10 dichas fracciones del gradiente reve!6 la existencia de VLPs de IBDV en esa regidn del 
gradiente. Las VLPs obtenidas (VLPs-pVP2-456) son isom&ricas (T = 1) y presentan 
un diimetro de 23 nm y aspecto circular. El subsiguiente an£lisis mediante SDS-PAGE 
(Figura 3B) e inmunoblot con suero anti-VP2 (Figura 3C), mostr6 que la fracci6n 
contema la proteina pVP2-456 con un grado de pureza estimado de, al menos, 95%. 

15 

1.2 Obtenci6n de VLPs-pVP2* mediante la expresi6n de otras regiones 
de la proteina pVP2 en levaduras 
Siguiendo el procedimiento descrito en el Ejemplo 1.1 se generaron los vectores 
que se describen en la Tabla 1 que expresaban en levaduras las VP2* que se relacionan 
20 en dicha Tabla 1, en la que se recoge, adem&s, la isometria que presentan las VLPs- 
pVP2* obtenidas y los iniciadores utilizados. 
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Tabla 1 



Plasmido 


pVP2* 


Isometria 


Iniciador directo 


Iniciador inverso 


pESCURAinv/p VP2-44 1 


pVP2-441 


(a) 


SEQ. ID. NO: 2 


SEQ. ID. NO: 4 


pESCURAinv/pVP2-452 


pVP2-452 


(a) 


SEQ. ID. NO: 2 


SEQ. ID. NO: 5 


pESCURAinv/pVP2^66 


pVP2-466 


(a)(b)(c)(d) 


SEQ. ID. NO: 2 


SEQ. ID. NO: 6 


pESCURAinv/pVP2-476 


pVP2-476 


(a) (b)(e)(f) 


SEQ. ID. NO: 2 


SEQ. ID. NO: 7 


pESCURAinv/pVP2-487 


pVP2-487 


N.D. 


SEQ. ID. NO: 2 


SEQ. ID. NO: 8 


pESCURAinv/pVP2-494 


pVP2-494 


N.D. 


SEQ. ID. NO: 2 


SEQ. ID. NO: 9 


pESCURAinv/pVP2-50 1 


pVP2-501 


NX). 


SEQ. ID. NO: 2 


SEQ. ID. NO: 10 


pESCURAinv/pVP2-5 1 2 


pVP2-512 


(f) 


SEQ. ID. NO: 2 


SEQ. ID. NO: 11 



NOTAS: 

5 * El numero indica el numero de restos de amino&cidos de pVP2 de IBDV de cada 
proteina. 

(a) VLPsT=l 

(b) VLPs T = 7 

(c) Tiibulos 20 nm 
10 (d) Caps6meros 

(e) VLPs T= 13 

(f) Tiibulos 50 nm 

EJEMPLO 2 

15 Caracterizaci6n de la inmunogenicidad de las VLPs-pVP2-456 de EBDV 

Con el fin de determinar la inmunogenicidad de las VLPs-pVP2-456 (Ejemplo 1.1) se 
realizd un ensayo de inmunizaci6n en polios de 1 dia. Un grupo de 7 animales SPF 
(libre de pat6genos especificos) file inmunizado por via intramuscular con una linica 
dosis de 200 nl conteniendo 10 de VLPs-pVP2-456/animal diluidas en PBS. Un 

20 grupo similar file inyectado con PBS. Se realizaron extracciones semanales de suero de 
cada uno de los animales de ambos grupos. Los sueros de cada grupo y fecha fueron 
mezclados para obtener un suero homogeneo (pool) representado por volumenes 
equivalentes de cada individuo del grupo. Los sueros fueron analizados mediante 
ELISA. Para ello, los pocillos fueron tapizados con 10 ng de VLPs-pVP2-456. Los 

25 ensayos fiieron realizados segun un protocolo previamente descrito (Current Protocols 
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in Immunology. Edited by: Barbara Bierer, John E. Coligan, David H. Margulies, Ethan 
M.Shevach, Warren Strober, John Wiley & Sons 
http://www.interscience. wiley.com/cjp/index.htm V Los resultados obtenidos, reflejados 
en la Figura 4, demuestran que una unica inmunizaci6n en ausencia de adyuvante 
5 produce una potente respuesta frente a la proteina pVP2-456. 



WO 2005/105834 



PCT/ES2005/070052 



21 

RErVTNDICACIONES 

1. Un procedimiento para la production de cdpsidas vacias del vims causante de la 
enfermedad de la bursitis infecciosa (IBDV) [VLPs-pVP2*] que comprende cultivar una 
levadura que contiene la secuencia de nucle6tidos que codifica para una proteina pVP2* 

5 de IBDV y que expresa dicha proteina pVP2* de IBDV, y, si se desea, recuperar dichas 
VLPs-pVP2*, en donde dicha proteina pVP2* de IBDV es una proteina cuya secuencia de 
aminodcidos estd constituida por la secuencia de aminodcidos comprendida entre el resto 
1 y el resto "n" de la proteina pVP2 de IBDV, en donde "n" es un numero entero 
comprendido entre 441 y 501. 

10 

2. Procedimiento segun la reivindicaci6n 1, que comprende las etapas de: 

a) cultivar cSlulas de levadura transformadas con un sistema de expresi6n que 
comprende la secuencia de nucle6tidos que codifica para una proteina pVP2* 

15 de IBDV, bajo condiciones que permiten la expresi6n de dicha proteinas 

pVP2* y su ensamblaje para formar VLPs-pVP2* de IBDV; y 

b) si se desea, aislar y, opcionalmente, purificar, dichas VLPs-pVP2* de IBDV. 



20 3. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2, en el que dicha 

proteina pVP2* de IBDV se selecciona del grupo formado por: 

(i) la proteina pVP2-441, cuya secuencia de amino&cidos estd constituida 
por la secuencia de amino&cidos comprendida entre el resto 1 y el resto 

25 441 de la proteina pVP2 de IBDV; 

(ii) la proteina pVP2-452, cuya secuencia de amino&cidos est£ constituida 
por la secuencia de amino&cidos comprendida entre el resto 1 y el resto 
452 de la proteina pVP2 de IBDV; 



30 



(iii) la proteina pVP2-456, cuya secuencia de amino&cidos esti constituida 
por la secuencia de amino&cidos comprendida entre el resto 1 y el resto 
456 de la proteina pVP2 de IBDV; 
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(iv) la proteina pVP2-466, cuya secuencia de aminodcidos esta constituida 
por la secuencia de aminodcidos comprendida entre el resto 1 y el resto 
466 de la proteina pVP2 de IBDV; 

5 

(v) la proteina pVP2-476, cuya secuencia de aminodcidos estd constituida 
por la secuencia de aminodcidos comprendida entre el resto 1 y el resto 
476 de la proteina pVP2 de IBDV; 



10 (vi) la proteina pVP2-487, cuya secuencia de aminodcidos estd constituida 

por la secuencia de aminodcidos comprendida entre el resto 1 y el resto 
487 de la proteina pVP2 de IBDV; 



(vii) ^ la proteina pVP2-494, cuya secuencia de aminodcidos estd constituida 
15 por la secuencia de aminodcidos comprendida entre el resto 1 y el resto 

494 de la proteina pVP2 de IBDV; y 



(viii) la proteina pVP2-501, cuya secuencia de aminodcidos estd constituida 
por la secuencia de aminodcidos comprendida entre el resto 1 y el resto 
20 501 de la proteina pVP2 de IBDV. 



4. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicha 
levadura es del gSnero Saccharomyces o del g6nero Pichia. 

25 5. Procedimiento segun la reivindicaci6n 4, en el que dicha levadura es S. 

cerevisiae, S. pombe o P. pastoris. 

6. Un sistema de expresi6n 5 util para transformar levaduras, que comprende la 
secuencia de nucle6tidos que codifica para una proteina pVP2* de IBDV 
30 operativamente unida a unos elementos de control de transcripci6n y, opcionalmente, de 
traducci6n, en donde dicha proteina pVP2* es una proteina cuya secuencia de 
aminodcidos estd constituida por la secuencia de aminodcidos comprendida entre el 
resto 1 y el resto "n" de la proteina pVP2 de IBDV, en donde "n" es un numero entero 
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comprendido entre 441 y 501. 

7. Una levadura que comprende un sistema de expresidn segiin la reivindicaci6n 6. 

5 8. Una levadura transformada con un sistema de expresi6n segun la reivindicacion 

6. 

9. Levadura segun cualquiera de las reivindicaciones 7 u 8, en el que dicha 
levadura es del gSnero Saccharomyces. 

10 

10. Levadura segun la reivindicaci6n 9, en el que dicha levadura es 5. cerevisiae 
o S. pombe. 

11. Empleo de un sistema de expresi6n segun la reivindicaci6n 6, o de una 
15 levadura segun cualquiera de las reivindicaciones 7 a 10, para la producci6n de cdpsidas 

virales vacias del virus causante de la enfermedad de la bursitis infecciosa (EBDV) 
[VLPs-pVP2*]. 

12. Una c&psida vacia del virus causante de la enfermedad de la bursitis 
20 infecciosa (DBDV) [VLP-pVP2*] obtenida segun el procedimiento de cualquiera de las 

reivindicaciones 1 a 5. 

13. Una c&psida vacia del virus causante de la enfermedad de la bursitis 
infecciosa (IBDV) [VLP-pVP2*], caracterizada porque estd constituida por ensamblaje 

25 de proteinas pVP2* de IBDV expresadas en levaduras, en donde dicha proteina pVP2* 
de IBDV es una proteina cuya secuencia de amino&cidos est£ constituida por la 
secuencia de aminoicidos comprendida entre el resto 1 y el resto "n" de la proteina 
pVP2 de IBDV, en donde "n" es un numero entero comprendido entre 441 y 501. 
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14. C&psida segun cualquiera de las reivindicaciones 12 6 13, en el que dicha 
proteina pVP2* de IBDV se selecciona del grupo formado por: 
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la proteina pVP2-441, cuya secuencia de aminodcidos estd 
constituida por la secuencia de aminodcidos comprendida 
entre el resto 1 y el resto 441 de la proteina pVP2 de IBDV; 

la proteina pVP2-452, cuya secuencia de aminodcidos estd 
constituida por la secuencia de aminodcidos comprendida 
entre el resto 1 y el resto 452 de la proteina pVP2 de IBDV; 

la proteina pVP2-456, cuya secuencia de aminodcidos estd 
constituida por la secuencia de aminodcidos comprendida 
entre el resto 1 y el resto 456 de la proteina pVP2 de IBDV; 

la proteina pVP2-466, cuya secuencia de aminodcidos estd 
constituida por la secuencia de aminodcidos comprendida 
entre el resto 1 y el resto 466 de la proteina pVP2 de IBDV; 

la proteina pVP2-476, cuya secuencia de aminodcidos estd 
constituida por la secuencia de aminodcidos comprendida 
entre el resto 1 y el resto 476 de la proteina pVP2 de IBDV; 

la proteina pVP2-487, cuya secuencia de aminodcidos estd 
constituida por la secuencia de aminodcidos comprendida 
entre el resto 1 y el resto 487 de la proteina pVP2 de IBDV; 

la proteina pVP2-494, cuya secuencia de aminodcidos estd 
constituida por la secuencia de aminodcidos comprendida 
entre el resto 1 y el resto 494 de la proteina pVP2 de IBDV; y 

la proteina pVP2-501, cuya secuencia de aminodcidos estd 
constituida por la secuencia de aminodcidos comprendida 
entre el resto 1 y el resto 501 de la proteina pVP2 de IBDV. 
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15. Cdpsida segun cualquiera de las reivindicaciones 12 a 14, caracterizada 
porque tiene isometria T=l. 

16. Empleo de cdpsidas vacias del virus causante de la enfermedad de la bursitis 
5 infecciosa (IBDV) [VLPs-pVP2*], segun cualquiera de las reivindicaciones 12 a 15, en 

la elaboracidn de un medicamento. 

17. Empleo segun la reivindicacion 16, en el que dicho medicamento es una 
vacuna frente a la enfermedad aviar denominada bursitis infecciosa o un vector para 

10 terapia g6nica. 

18. Una vacuna que comprende una cantidad terap6uticamente efectiva de 
c&psidas vacias del virus causante de la enfermedad de la bursitis infecciosa (IBDV) 
[VLPs-pVP2*], segun cualquiera de las reivindicaciones 12 a 15, junto con, 

1 5 opcionalmente, uno o m&s adyuvantes y/o vehiculos farmac6uticamente aceptables. 

19. Vacuna segun la reivindicaci6n 18, para proteger aves de la infecci6n 
causada por el virus causante de la bursitis infecciosa (IBDV). 

20 20. Vacuna segun la reivindicaci6n 19, en la que dichas aves se seleccionan del 

grupo formado por polios, pavos, ocas, gansos, faisanes, codornices y avestruces. 

21. Una vacuna para proteger polios de la infecci6n causada por el virus 
causante de la bursitis infecciosa (IBDV) que comprende una cantidad terap6uticamente 
25 efectiva de c&psidas vacias de IBDV [VLPs-pVP2*], segun cualquiera de las 
reivindicaciones 12 a 15, junto con, opcionalmente, uno o m&s adyuvantes y/o vehiculos 
faimac6uticamente aceptables. 
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"P" documento publicado antes de la fecha de presentaci6n intemacional 

pero con posterioridad a la fecha de prioridad reiv indicada. 



"T" 



"X" 



try** 



documento ulterior publicado con posterioridad a la fecha de 
presentation intemacional o de prioridad que no pertenece al 
estado de la tecnica pertinente pero que se cita por permitir la 
comprensi6n del principio o teoria que constituye la base de la 
invenci6n. 

documento particularmente relevante; la invenci6n reivindicada no 
puede considerarse nueva o que implique una actividad inventiva 
por referenda al documento aisladamente considerado. 
documento particularmente relevante; la invenci6n reivindicada no 
puede considerarse que implique una actividad inventiva cuando el 
documento se asocia a otro u otros documentos de la misma 
naturaleza, cuya combinaci6n resulta evidente para un experto en 
la materia. 



Fecha en que se ha concluido efectivamente la busqueda intemacional. 


Fecha de expedici6n del informe de btisqueda intemacional 
29.07.2005 (29.07.2005) 


Nombre y direccidn postal de la Administracidn encargada de la 
busqueda intemacional O.RP.M. 

C/Panamd 1, 28071 Madrid, Espana. 
N°defax34 91 3495304 


Funcionario autorizado 

E. Relano Reyes 
N°detelefono + 34 91 349 
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Sonciraa intemacionaj rr 
PCT/ES 2005/070052 



C (Continuaci6n). 


DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEV ANTES 




Categona* 


Documentos citados, con indicacidn, si procede, de las partes relevantes 


Relevante para las 
reivindicaciones n° 


A 


CASTON, J. R., MARTINEZ-TORRECUADRADA, J. L., 
MARAVER, A., et al. C terminus of infectious bursal disease virus 
major capsid protein VP2 is involved in definition of the T number 
for capsid assembly. Journal of Virology. Noviembre 2001, Vol. 75, 
N° 22, pdginas 10815-10828. ISSN 0022-538X 


1-21 


A 


LEJAL, N., DA COSTA, B., HUET, J.-C, DELMAS, B. Role of 
ser-652 and lys-692 in the protease activity of infectious bursal 
disease virus VP4 and identification of its substrate cleavage sites. 
Journal of General Virology. 2000, Vol. 81, piginas 983-992. 


1-3, 6, 11-14 
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Informari6n relativa a miembros de familias de patentes 



SoJicitud intemacionai n" 
PCT/ ES 2005/070052 



Documento de patente citado 
en el informe de busqueda 



Fecha de 
publicaci6n 



Miembro(s) de la 
familia de patentes 



Fecha de 
publication 



US 5614409 A 



25.03.1997 



CA 2050275 Al 



01.12.1990 



WO 9015140 Al 13.12.1990 

AU 5731590 A 07.01.1991 

JP 4505452 T 24.09.1992 

EP 0474676 A4 24.02.1993 

AU 643216 B2 11.11.1993 
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